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摘要@采用 g%ivCi&g技术对内蒙古中东部草原分布的 =个克氏针茅<wxyz{|}~!"#yyg0UKO$2?种群进行了分析G从 >$$个 >$
碱基随机引物中筛选出 !>个有效引物3共扩增出 !!D条稳定的 v.%带3其中 >=>条带具有多态性3多态性百分比<iif?为

="%B=&G将每个扩增产物看作一个独立的性状3按其有无列出二元数据矩阵3计算 ’5RR56W(简单匹配系数<-4?和 vIRO遗传相

似性系数3通过 )i+4%法构建分子标记聚类图E并通过主成分分析<i&%?和主轴法分析<i%h?3将 =个种群分类E统计各个

种群特异性 v.%带3计算占总扩增条带的百分数G结果表明@<>?不同地理种群之间扩增结果差异明显3具有丰富的遗传多样

性E<!?不同地理种群间存在一定程度的分化3这种分化是与种群之间的实际距离相联系的3相距越远3种群相似程度越低3进一

步分析表明种群的分化是与所处生境逐渐旱化相一致的E<#?聚类图上将 =个种群分为 #类3i&%和i%h分析通过 #个成分或

因子也将 =个种群分为 #类3支持了聚类图的分类结果E<"?特异性位点所占百分比与种群所处生境也有一定的联系3它与环境

干燥度的相关系数为 $%=B<*+$%$,?G
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文章编号r+IIIDI_vv0KII=7IvDI-dIDIc 中图分类号rwv=d 文献标识码rH

内蒙古克氏针茅0Vs]tuWXYZ[\]]7草原是亚洲中部草原区所特有的中温型草原类型之一x在大针茅0Vs]tuyXuz{]|7草原分布

区内由于过牧而造成的退化演替地段@克氏针茅可成为优势成分@在荒漠草原区虽有渗入但不形成优势x本区位于欧亚大陆的

内陆@温带大陆性气候特点明显@主体部分属于干旱和半干旱气候@南北向纬度变化所造成的热量差异和东西向季风影响所导

致的水分差异十分明显}+@K~x这些都为不同地理种群间克氏针茅产生遗传分化提供极大的可能性x因此@对其不同地理种群在个

体!生理!细胞!分子等不同水平上的分化和变异进行系统研究就十分必要了x
近年来随着分子生物学的发展@‘HQF技术已广泛用于植物分子生态学研究领域}v@=~@主要集中在研究分类学上同一属的

不同种之间!同一种的不同亚种之间和同一种内不同无性系或群体之间分子的遗传变异@以及这些分子变异与其生境或生态学

之间的关系}-Jc~@其中对于生态学上重要性状自然变异的研究一直是进化生物学中的热点}b~x已有研究表明@物种在其分布区

内一些重要生态学性状随地理梯度发生变异}b~x本研究在内蒙古境内纬度 =v,dJ==,c"G之间和经度 ++v,-J++c,b";之间的

一带状范围内@选取 c个克氏针茅种群@研究它们的变异和分化随这一研究区域以干燥度变化为主的生境变化的关系@以期探

讨克氏针茅种群分化的机制@为更好地利用和保护这一种质资源提供科学依据x

# 研究区域与研究方法

#,# 研究区域与研究对象

研究区域位于内蒙古境内 =v,dJ==,c"G!++v,-J++c,b";之间南北跨度小而东西跨度大的一带状范围内@选取 c个样地x
这 c个样地所在生境的主要特点见表 +x
本实验在每个样地中用种群取样的方法采集克氏针茅植株叶片x根据种群大小@从每个种群选取的株丛数为 +-JvI个0株

距$+57@从每个株丛上剪取两新鲜完整叶片形成混合样品@用变色硅胶进行快速干燥固定@带回实验室于室温下保存}_~x

#,% 实验方法

FGH提取采用改进的 OFO法}+I~@从硅胶干燥过的克氏针茅叶片混合样中提取 FGHx总 FGH经 ‘G"#’H处理后@分别在

波长 KdI(5和 KbI(5处测所提取基因组FGH的&F值@根据&FKdI’&FKbI的值判断其纯度0纯FGH的&FKdI’&FKbIf+,b}++~7x
然后再用 I,c.的琼脂糖凝胶对其进行电泳@在紫外检测仪上观察其纯度并判别 FGH分子的大小及一致性x
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表 ! 克氏针茅种群取样地点的生境特征

"#$%&! ’#$()#)*+#,#*)&,-./,)+&-&0&12/23%#)(/1-/.456789:;<=>66
种群编号

?@ABCDEF@G
H@IJ

采样地点

K@HDEF@G

地理位置

LJ@MNDAOFH
A@PFEF@G

海拔QRS
TCEFEBIJ

年降水QRCS
TGGBDC

AJNHFAFEDEF@G

UVWX积温QXS
THHBRBCDEJI
EJRAJNDEBNJ

土壤类型

Y@FCEZAJ

植物群落特征

[ODNDHEJN@\ACDGEH@RRBGFEZ

T

巴彦乌拉Q西乌
珠 穆 沁 旗S北
V]̂R

__‘a_bc
VVd‘debf

VVge ]_W eega 栗钙土

大针茅h羊草草原i主要伴生种有西伯
利亚羽茅j知母k在缓坡的顶部有克氏
针茅与大针茅伴生

l
锡林浩特与巴

彦乌拉之间

__‘]Vbc
VVa‘mdbf

VV]d ]_W eega 栗钙土

大针茅h西伯利亚羽茅草原i主要伴生
种有无芒雀麦j麻花头j委陵菜k在缓坡
家畜践踏严重的地方有克氏针茅分布

[

锡林浩特南中

科院草原生态

系统定位站附

近

_]‘a]bc
VVa‘dWbf

V_eg ]gW eeWW
沙质

栗钙土

榆树疏林草原i低平处禾本科植物大针
茅j克氏针茅j羊草和糙隐子草多度都
较大k还有木地伏j冷蒿和苔草等

n
新浩特Q阿巴嘎
旗S东 VĝR

_]‘oobc
VVg‘Wobf

VVd_ egW e_WW 栗钙土

丛生禾草草原i建群种为糙隐子草k大
针茅j羊草j冰草多度较大k冷蒿也比较
普遍k在缓坡顶部熔岩台地的边缘k发
现克氏针茅与大针茅伴生

f

新浩特到满都

拉图Q苏尼特左
旗S之间

_]‘oebc
VV_‘__bf

VWWm e]W e__m 淡栗钙土

克氏针茅草原i冷蒿多度大k对群落外
貌作用明显k地表由于风蚀及放牧导致
沙化

p
满 都 拉 图 北

eŴR
_]‘odbc
VV]‘aebf

VWed VmW eaa_ 淡栗钙土

原生植被为克氏针茅草原i但由于处于
强度放牧干扰下k克氏针茅只有稀疏的
株丛分布k多根葱密度较大但根系部分
裸露k狭叶锦鸡儿零星分布

L
满 都 拉 图 西

VĝR
_]‘d]bc
VV]‘g]bf

VWea VmW eaa_ 淡栗钙土

狭叶锦鸡儿灌丛化的重度退化克氏针

茅草原i群落中有沙葱j多根葱分布k草
群低矮k地表裸露严重

随机引物为 qAJN@G公司生产的 VW个碱基的寡聚核苷酸i

?[r扩增的总体积为 egsCk在 ?N@MNDRRDtCJuOJNRDC[@GEN@CCJNhVWW上进行k扩增程序为vo_X 预变性 _RFGwo_X _WPk

]aX VRFGkdeX eRFGk共进行 _W个循环w最后 deX 延伸 VWRFGi经 xMey浓度j模板浓度jIcu?P浓度和引物浓度梯度筛选k选

取最佳反应体系为vVsC模板 Q]WGMSwesCxM[CeQegRR@CzKSwe‘gsC?[rVW{tB\\JNQ无xMeySwW‘gsCIcu?PQVWRR@CzKSwVsC
引物QgAR@CzKSwW‘esCQg|zsCSuD}ncT聚合酶和 Vd‘msC无菌双蒸水i

!‘~ 结果处理

扩增产物经 V‘g!琼脂糖凝胶电泳分离k紫外投射仪上观察k拍照记录i
以标准分子量标记Q鼎国生物生产的 YnWWgS为对照k由此确定扩增片段的分子量大小i比较同一引物全部个体的扩增结

果k具有不同相对迁移距离的条带称作不同的 rT?n标记k而相对迁移距离相同的条带则为同一个 rT?n标记i判读每个点样

孔的全部扩增结果krT?n标记以 VQ有S或 WQ无S表示k统计分子量为 _WW"eWWWtA的清晰谱带w所得数据输入计算机进行统计

分析k根据 #DHHDNI法$Ve%计算种群间的相似系数QYFRFCDNFEZk&Sk得到种群间遗传相似度矩阵i此外k还采用了 lCDĤ 等$V]%针对

rT?n条带的特点推荐的 TA@PE@C法QPFRACJRDEHOFGMH@J\\FHFJGEk简称 YxS和常用的 cJF’KF法$V_%Q所得系数也被称作 nFHJ
系数$Vg%S计算得到另外两个遗传相似度矩阵i根据相似度矩阵利用 ()V*&得到遗传距离QLJGJEFHnFPEDGHJk(S矩阵i用

cuY+YhAH中的 YODG[CBPEJNFGM处理矩阵k用 |?LxT方法$Va%构建分子标记聚类图i
同时k选择 rT?n的多态条带k用主成分分析Q?[TS$Vd%和主轴法分析Q?TpS$Vm%研究各种群的表型数据矩阵k并以此研究

各样品间的遗传关系i

, 结果与分析

,‘! 克氏针茅种群的 ncT多态性分析

对 qAJN@G公司的 VWW个 VW核苷酸引物进行筛选k选择能够扩增出清晰j稳定带的引物进行正式扩增k共选择得到 eV个引

物k产物的多态性随引物的不同而表现出差异i对这些引物的扩增结果进行统计分析k共扩增得到 eeo条 ncT片段k片段分子

量多集中在 _WW"eWWWtA之间Q见图 VSk其中每个引物扩增条带数在 m"Vd之间k平均每个引物扩增出 VW‘o条带i在 eeo条带

中k有 VdV条多态性片段k多态条带比率Q??lS为 d_‘ad!k平均每个引物 m‘V条多态性带i这表明克氏针茅种群间具有很高的

多态性k遗传变异很大i
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图 ! 克氏针茅不同地理种群 "#$%电泳结果&’$()*+

,-./! "#$%01023456754035.489 5:64-904’$()*:54;-::040<3

.05.4867-2656=183-5<>5:?@ABCDEFGHIAA

!J%KLJMKNJOKPJ,KQJ#KRJSKTJUK#VOW见表 !>0038X10

Y为分子量标记WZ%))Q[分子量大小依次为WL)))[!R))[!L))[\))[

R))[P))[L))X6

表 ] 克氏针茅不同地理种群由 _̂‘a分析所得的特异性位点所占

比例及其所处生境的干燥度

bcdef] bgfhfijfklcmfnopkqrpfenjqcsnkmtqoofifklmfnmichgqj

hnhpeclqnkunovwxyz{|}~!"xxqktqjclftd# _̂‘atclccktlgfciqtql#

nolgfqigcdqlclu

种群编号

$56=183-5<
<=9X04

总位点数

$5381
<=9X04
5:152-

特有位点数

(=9X045:
=<-%=0152-

特有位点百分数

$0420<38.05:
=<-%=0152-&&+

干燥度&’(+
#4-;-3)

# !PR ) ) !*)R
S !N\ ! )*TL !*)R
U !N\ P L**) !*)!
% !P) N L*!P !*QP
M !PL Q N*QL !*T)
, !NR * R*RL L*NT
O !L\ P N*!N L*NT

( ’J )*!R+@,E[+@W!)-以 上 的 积 温 #22=9=1830;

30960483=40&-+[EW同期降水量 $042-6-383-5<83370>8903049&99+

K#VOW见表 !>0038X10!

表 . 克氏针茅不同地理种群 _̂‘a分析所得的 /cjjcit相似系数

&对角线下方+及遗传距离&对角线上方+

bcdef. bgfuqsqeciql#jnfooqjqfkl&X0150 ;-8.5<81+cktmfkflqj

tqulckjf&8X510;-8.5<81+csnkmtqoofifklmfnmichgqjhnhpeclqnkuno

vwxyz{|}~!"xxqktqjclftd# _̂‘atclc

# S U % M , O

# 2 )*!QR )*LLQ )*LPQ )*L*R )*Q\N )*R)L
S )*\PP 2 )*LRP )*L\P )*NLN )*R!R )*RL*
U )*TTQ )*TNR 2 )*L*P )*NLN )*RLN )*RL*
% )*TQQ )*T!R )*T)R 2 )*!\! )*R!N )*Q*T
M )*T)P )*RTT )*RTT )*\!* 2 )*R!T )*R)\
, )*P!T )*N\P )*NTT )*N\T )*N\N 2 )*!*L
O )*N*\ )*NT) )*NT) )*P)N )*N*L )*\)\ 2

#VOW见表 !>0038X10!

对各个种群扩增结果的特异性位点&即某种群所特有出现而

其它种群没有出现的 %(#条带+进行统计[结果表明[共有 LR
个特异性位点[占总扩增位点数的 !!*NQ&3计算每个种群的

特异性位点百分数[由表 L可以看出[特异性位点百分数与种

群所处生境的干燥度有一定的联系[它随着环境干燥度&’+的

增大而呈现增加的趋势[相关分析所得相关系数为 )*TR&45

)*)Q+3#6S和U种群处于大针茅为主体的较湿润的典型草原

区[特异性位点所占比例很小K%和 M两个种群占据典型草原

生境至荒漠草原的过渡地带[其特异性位点所占比例居中K,
和 O两个种群地处较干旱的荒漠草原生境[特异性位点所占

比例较高3

]*] 克氏针茅种群间的遗传一致度和遗传距离

分别计算基于 782284;系数&?8+6ZY 系数&?9:+和 %-20系

数&?;+的 T个种群的遗传相似性系数矩阵[由于三者得出的结

果及作出的聚类图一致[故仅列出 782284;相似性系数&?8+和

遗传距离&<J!=?8+的结果3由表 N可以看出[克氏针茅种群

间的遗传距离从 )*!QR到 )*RL*不等[平均遗传距离为

)*PLPK同时还能够看出[,种群和 O种群与其他 Q个种群的

遗传距离都比较大&)*Q\NV)*RL*+[平均遗传距离为 )*R!LK
这一结果说明克氏针茅种群间存在很高的遗传差异[而主要

差异存在于 ,6O两个种群与其他 Q个种群之间3
基于 N种计算方法得出的遗传相似性系数矩阵[利用

>$OY#对 N个相似系数矩阵进行聚类分析[不同种群之间

的遗传关系如图 L所示3对于不同地理来源的克氏针茅种群[
由 N种相似性系数获得了结果相同的聚类图3聚类图上将 #6

S和 U聚为一类[%和 M聚为另一类[,和 O聚为第 N类[最

后前两类与第 N类聚为一大类3这一聚类结果与克氏针茅种

群的所在生境有一定的相关性3#6S和 U种群处于大针茅为

主体的草原[代表一种半干旱的典型草原生境K,和 O种群处

于狭叶锦鸡儿灌丛化的克氏针茅草原[群落中有沙葱和多根

葱[代表一种干旱的荒漠草原生境K%和 M种群所在生境是前

两种生境类型的过渡类型3
基于扩增结果多态条带表型的主成分分析&$U#+和主轴

法分析&$#,+支持上述 >$OY#聚类的结果3图 N和图 P分

别显示利用每组分析中提取的前 N个主成分,主因子得出的

N?%分布图3图 N和图 P将 T个种群分为 N组[与聚类所得 N
类严格一致3

. 讨论

本研究表明[克氏针茅不同地理种群间 "#$%多态位点

百分数为 TP*RT&K不同地理种群间的遗传距离为 )*!QRV

)*RL*[平均值为 )*PLP[比马万里等@!*A用同工酶对克氏针茅所

得值&5)*!R+要高得多[这与 "#$%检测的标记为植物的整

个基因组%(#而同工酶仅检测部分性状有关@L)A3大量研究表

明[遗传变异越大[物种适应环境的能力就越强@L!A[,和 O种

群与其他种群间的遗传距离值很大&平均为 )*R!+[可见 ,6O种群在长期的自然选择压力下[产生了大量分化而逐步适应干旱

环境[从而与其他种群的遗传距离增大3关于环境与变异的研究很多@LL[LNA[不同研究者得出的结论一致[即如果种群繁殖方式
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以营养繁殖或高度近交为主!则其显示出较高的种群间分化"本文所研究的克氏针茅 #和 $两种群所处生境经历多年干旱!同

时放牧利用压力也很大!使得克氏针茅生殖枝很少或几乎没有!这严重影响了植物的繁殖方式!变为以营养繁殖或高度近交为

主!降低重组从而导致种群内的个体更加一致!种群出现分化"

图 % 根据 &’$()法对克氏针茅不同地理种群的 *)’+结果所作的聚类分析

#,-.% /012--3451627183299,:,827,4;4:<,::161;7-14-62=0,8=4=>327,4;94:?7,=2@6A34B,,28846<,;-74*)’+<272>9,;-&’$()51704<

CD基于 E28826<系数所得聚类图 +1;<64-625F291<4;E28826<G99,5,326,7A841::,8,1;79HID基于简单匹配系数所得聚类图 +1;<64-625

F291<4;9,5=3152780,;-841::,8,1;79J?(KHLD基于 +,81系数所得聚类图 +1;<64-625F291<4;+,81G99,5,326,7A841::,8,1;79H)M$D见表

N91172F31N

图 O 克氏针茅不同地理种群基于 *)’+表型的主成分分析J’P)K

#,-.O )9948,27,4;9254;-<,::161;7-14-62=0,8=4=>327,4;94:

QRSTUVWXYZ[SS,;<,8271<FA=6,;8,=23845=4;1;72;23A919J’P)K

PND成 分 NP45=4;1;7NHP%D成 分 %P45=4;1;7%HPOD成 分 O

P45=4;1;7OH2M-同 )M$!见表 N701925129)M$!91172F31N

图 \ 克氏针茅不同地理种群基于 *)’+表型的主轴法分析J’)#K

#,-.\ )9948,27,4;9254;-<,::161;7-14-62=0,8=4=>327,4;94:

QRSTUVWXYZ[SS,;<,8271<FA=6,;8,=232],9:28746,;-J’)#K

#ND因子 N#28746NH#%D因子%#28746%H#OD因子O#28746OH2M-同

)M$!见表 N701925129)M$!?1172F31N

种群间的遗传距离也是有限度的"由于生境干旱和强度放牧干扰!种群内植株生殖生长受到抑制!与其他种群缺少了有效

的基因流动!从而造成种群间遗传分化加大!这对种群的存在会构成威胁"因为如果物种的种群间缺少有效的基因流!随之而来

的是遗传漂变!可能导致自交衰退 %̂\_"#‘$种群间的遗传相似度为 abcac!种群间相似度很大!这与两个种群间自然选择压力趋

于一致有很大关系"
聚类图上将 d个种群分为 O类!根据野外调查结果可知聚类结果可用种群所处生境来作解释"已有研究表明!物种在其分

布区内一些重要的生态学性状随地理梯度发生变异 %̂\_!这种变异和分化是多种生态因子综合作用的结果!并且其中的限制因

子随生境发生变化 %̂e_"对长白山北坡的 \个长白红景天种群的研究表明该物种对海拔的适应不仅反映在形态变异上!而且有

其遗传基础!其遗传变异基本上随海拔的升高而呈上升趋势 %̂f_"本文的 d个种群所处纬度基本相同!故初步推测与由东到西的

湿润度减少或干燥度增加有关!进一步的证据有待研究"
从聚类图上!可以看出 O种计算方法得出的结果一致!由此可以排除由于使用不同的计算方法而出现不同的聚类结果的可

能"这 O种计算方法都经常被使用!但不同的研究者使用的并不统一 ĝ!NO_"h1,ij,法J+,81系数K计算时需要严格的显‘隐性等

位基因!有人认为此方法不能直接应用于显性标记的 *)’+数据HE28826<法计算时只考虑了共有标记J显性K!而排除了共同没

有的标记J隐性K!由于造成共同没有标记的原因比较复杂!排除共同没有的带可能给类群的相似性分析带来误差!因此有人认
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为 !"系数并不适合于度量类群间的相似性程度#$%&’(&)法*’+,%)-,.(/0+12/&-33+/+-1(4除了考虑共有标记5同时也考虑了共

无标记5因为相同的隐性基因也是两者的共同之处5但某一标记的共无并不意味着两者绝对是相同的隐性基因5也可能是两个

不同的基因5尤其是对亲缘关系较远的物种5问题就变得很严重6本研究所得 7组遗传系数5存在 !"8!9:8!;的关系5!"和 !;
之间差别较大5但就本实验的聚类结果来看5三者所得结果是一致的6
从特异性位点所占比例来看5它随种群所处生境干燥度的增大而呈现增加的趋势*相关系数 <=>?@A5B8>?>C46由东到西

随着降水量的减少5蒸发量的增加5植被由典型草原变为荒漠草原5环境条件逐渐恶化5在自然压力的选择下5产生新的变异并

保留下来5从而可以推测这种变异使得荒漠草原分布种群比典型草原分布的种群有更强的适应环境能力6
克氏针茅不同地理种群已经产生了客观存在的遗传分化5这一点为克氏针茅种质资源库的建立提出了问题5即应该选取多

少种群和每个种群应保护多少个体才能达到避免遗传侵蚀和杂合度急剧下降D这一问题5在其他物种种质资源的保护方面也已
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!"z# b9<3 3-m(%<+-{G9<DX{45)/&=%’%1(:9;1Y08/<D9<91()0(aa9’9<1(%1(/</a|Ho}PTSfQMHMTQT(<0(aa9’9<1D9/D’%=G()=/=Y6%1(/<;4gSIJ

~SOKORQSJuQMQSJ-Z[[[-wypzq?‘v[_‘[‘4

!"‘# l%<E!-l%<"!-{G/Y!+-HIJK4b9;9%’)G/<1G90(;1’(#Y1(/<%<00(aa9’9<1(%1(/</ab5cB=/68&/’=G()a’%D&9<1;a/’$fOWQOKJ

TJSfJKQMHMTQT4><?{Yl.-XY<2-F%<D,90;4efHOVo-}HIfOWJMWJNNKQSJIQOMOt%OKHSPKJVHSOKORo4@9(&(<D?CG(<%$(DG9’’0Y)%1(/<

c’9;;%<0X=’(<D9’()9’6%D$9(096#9’D-Z[[[4Z‘k_Zk‘4

参考文献?

!Z# 内蒙古植物志编写委员会4内蒙古植物志4呼和浩特?内蒙古人民出版社-Z[[]-x?Z[z_"\z4

!"# 刘起-吴新宏-王建峰4内蒙古针茅草原的合理利用4中国草地-Z[[k-p‘q?][_z"4

!̂ # 崔继哲-祖元刚-聂江城4羊草种群遗传分化的 b5cB分析 *4b5cB数据的统计分析4生态学报-"\\"-++pkq?[v̂_[v[4

!k# 恽锐-王洪新-胡志昂-等4北京东灵山辽东栎种群 Bd5多样性的研究4植物学报-Z[[v-,-pZZq?Z\]\_Z\]‘4

![# 钱韦-葛颂-洪德元4采用 b5cB和 >XXb标记探讨中国疣粒野生稻的遗传多样性4植物学报-"\\\-,+pkq?k]Z_kz\4

!Z\# 顾红雅-瞿礼嘉译4植物分子生物学..实验手册4北京?高等教育出版社-Z[[v4

!ZZ# 金冬雁-黎明枫译4分子克隆..实验手册4第二版4北京?科学出版社-Z[[̂4

!Z[# 马万里-解新明-王振兴-等4内蒙古草原克氏针茅puIQNJ/VoKO0QQb/;G9:4q遗传资源的同工酶研究4中国草地-Z[[z-p̂q?Z"_Zz4

!"z# 任文伟-钱吉-郑师章4不同地理种群羊草的遗传分化研究4生态学报-Z[[[-wypzq?‘v[_‘[‘4

!"‘# 颜廷芬-阎秀锋-周福军-等4长白红景天的分布和 b5cB多态性片段分化的研究4见?祖元刚-孙梅-康乐编4分子生物学原理1方法和应

用4北京?高等教育出版社(施普林格出版社-Z[[[4Z‘k_Zk‘4

‘‘z 生 态 学 报 "]卷

万方数据


